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ブタ腰ラ島上のαガラクト-ス鎖抗原の発現と
と卜血清の抗αガラクト-ス自然抗体の力価に関する研究
要約
肝臓,腎臓等の血流を伴う臓器のブタからヒトへといった異種移植の際には,移植され
た臓器はヒト血中に存在する自然抗体と補体の働きによる超急性拒絶反応により直ちに拒
絶される｡この際にヒト自然抗体が結合する異種臓器の抗原はGalα(1,3)Gal末端とされ
ている｡超急性拒絶反応の点から,血流を伴わないブタ膳ラ島のヒトへの異種移植の臨床
応用が最も現実的と考えられているが,このブタ膳ラ島におけるGalα(1,3)Gal抗原の発
現に関しての詳細な報告は少ない｡本研究ではヒト血清およびヒト血清より精製した抗I. 1-.
Galα(1,3)Gal抗体を用いてブタ膳を免疫染色し,ブタ勝ラ島におけるGalα(1,3)Gal抗原
の発現の有無を検討した｡この結果成熟ブタ勝ラ島にはGalα(1,3)Gal抗原が発現されて
いなかった｡しかしながらヒト血清中に成熟ブタ謄ラ島に対する抗Galα(1,3)Gal抗体以
外の抗体の存在が明らかとなり,この抗体の標的となる抗原の存在が示唆された｡また血
液型AB, B型のヒトの細胞膜表面に発現しているB型抗原はGalα(1,3)Gal抗原と共通の構
造を有しており,血液型ABおよびB型のヒト血中には抗B型抗体が少ないことよりAB型,
B型のヒト血中には抗Galα(1,3)抗体が少ない可能性がある｡しかし,各血液型のヒト血
清とGal α (1,3)Gal抗原との反応をEuSA法を用いて検討した結果, B型抗原の発現による
抗Gal α (1,3)抗体量に有意な差は認められなかった｡
研究背景
欧米における各種臓器移植,日本においては腎移植,近年では生体部分肝移植等の移植
医療が臓器不全患者に対する根本的な治療法として確立してきた｡しかし,移植先進国に
おいては移植の数が増加するにつれまた我国では脳死患者からの臓器の摘出がほとんど
ないことなどからドナーの不足は深刻な問題となっている｡完全な人工臓器の完成がまだ
まだ望めない現在･末期臓器不全患者に対する治療法の一つの選択肢として異種移植に対
する研究を進めることが必要と考えられる｡現時点で異種グラフトとして倫理面,移植臓
器の大きさ･供給面等を考慮すると最も有望なのはブタの臓器であろう1･2｡しかしながら,
腎臓,肝臓,揮臓などの血行再建を伴った実質臓器の異種移植に関しては,移植後数分か
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ら数時間以内に起こる超急性拒絶反応により異種グラフトは壊死に陥ることが知られてい
る3･4･5･6｡ブターヒト間の異種移植の場合,この自然抗体の標的となる主要な抗原はオリ
ゴ糖鎖末端のGalactoseα(1,3)Galactose鎖( αGal抗原)とされている7･8･9,10,11｡この拒
絶反応はヒト血清中に大量に存在する自然抗体と補体の働きによって主に血管内皮が障害
を受け,血栓を形成しグラフトの出血壊死をきたすものである｡この超急性拒絶反応を防
ぐためにブタのαGal抗原を遺伝子操作でmodulateLたり12,ヒト補体を不活性化する
decayacceleratingfactor(DAF)を移入したトランスジェニックブタを作成13したりする
試みがなされており,またこの抗原に対する抗体や補体を減らす努力もなされている
14･15･16･17｡しかしながら,現時点では十分な成果は得られておらず,依然として肝臓,腎
臓等の血行再建を伴う実質臓器の移植では超急性拒絶反応が最大の問題となっており,こ
れらの臨床応用にはまだまだ時間がかかると思われる｡これに対し,膠ラ島移植は血行再
建が不要であり,最初に異種移植として臨床応用される可能性がある18,19｡ αGal抗原は
new world monkey以下すべての晴乳類の至る所に発現している抗原とされており11,
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異種移植に関する多くの研究がαGal抗原に関してのみ行われている｡さらに,ヒトへの
ブタラ島クラスターの移植では誘導された抗体のほとんど全てがαGal抗原に対するもの
であったという報告20さえある｡ところが,標識レクチンによるブタ牌の免疫染色で成熟
ブタ膳ラ島にはGalα(1,3)Gal抗原の発現を認めないという報告21があり, αGal抗原がブ
タ膳ラ島では発現していない可能性がある｡しかし,レクチンとヒトの自然抗体の反応に
違いがある可能性があり,実際にヒト血清より精製した抗Ga.1α(1,3)Gal抗体を使用して
免疫染色を行いブタ謄ラ島におけるGal α(1,3)Gal抗原の発現を調べる必要がある｡
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一方,レシピエントとなるヒト血中の自然抗体についても,一律に,大量のIgMの抗
αGal抗体と, IgGの1%に当たる抗αGal抗体を持っているといった様に論じられてるが
22,23,ヒトは抗αGal抗体以外に抗A型抗体あるいは抗B型抗体などの自然抗体も持ってお
り,その量はその人の血液型によって大きく異なる｡これらの抗体はpolyclonal,
polyreactiveであるうえに,標的となるαGal抗原, A型抗原, B型抗原の構造も極めて近
似している24｡よってブタ組織に対する抗体の反応性に個体差があるかどうか,異種移植
に適したあるいは適さない個体というものが存在するかを調べておくことも重要である｡
研究目的
ブタ膝ラ島においてGalα(1,3)Gal抗原が発現されているのか否かをヒト血清を用いて
検討する｡このためにまず抗Galα(1,3)Gal抗体を精製するアフイニテイクロマトグラ
フイカラムを作成する｡ブタサイログロブリンは多くのGalα(1,3)Gal鎖を持つブタ由来
3
の糖蛋白であり25,これをカップリングしたアフイニテイクロマトグラフイにより,ヒト
血清よりGal｡(1,3)Gal抗原に対する抗体を分離精製できるという報告20がある｡それに基
づいて作成したカラムを用いてヒト血清よりブタサイログロブリンに対する抗体を分離精
製し･この抗体のGalα(1･3)Gal抗原に対する特異性を検討する｡さらにこの抗体を用い
てブタ膳の間接法による免疫染色を行い,ブタ揮ラ島におけるGalα(1,3)Gal抗原の発現
の有無を検討する｡抗Galα(1,3)Gal抗体を除去していない血清および除去した血清を用
いた免疫染色も行い･ヒト血清中のブタ謄ラ島に対する抗体の有無を検討する｡
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自然抗体としてヒト血中には,抗Galα(1,3)Gal抗体以外に血液型A型抗原(GalNAcα
1･3(Fucl,2)Gal鎖)およびB型抗原(Gal α 1,3(Fucl,2)Gal鎖)のそれぞれに対する抗体
の存在が知られている24｡ B型抗原物質はαGal鎖を含んでおり,抗Galα(1,3)Gal抗体と
抗B型抗体には交差反応を認めるという報告があり26,27,血液型AB型, B型のヒト血中に
は抗Galα(1,3)Gal抗体が少ない可能性があるo A型抗原, B型抗原の発現の有無,あるい
は血液型間で血清中の抗Gal α(1,3)Gal抗体量に差があるとすれば,異種移植に適してい
るあるいは適していない血液型があることになる｡このことを明らかにするためにGalα
(1,3)Gal抗原に対する血中の抗体量を血液型のグループに分け比較検討する｡
研究方法
A.抗サイログロブリン抗体の精製
1.血清
A, B, 〇･ABの各血液型で各5名ずつの健常なボランティアより血液を採取し,これを室
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温にて一晩放置した後,遠心分離し血清を得た｡これに0.1%の濃度となるようにアジ化
ナトリウム(NaN3)を加え-80℃にて凍結保存した｡
2.ブタサイログロブリンをり･ガンドとしたアフイニテイクロマトグラフイカラム作成
ブタサイログロブリン(Sigma,St.IJOuis,MO)をリガンドとして使用し,これをCNBr-
activated Sepharose 4B(Pharmacia, Uppsala, Sweden)にカップリングしアフイニテイ
カラムを作成した｡ブタサイ■ログロブリンをカップリング液(0･5M NaClを含む0･1M
NaHCO3pH-8.3)に溶解しサイログロブリン溶液を準備した｡ Sepharose 4Bを1mM
HClにて洗浄膨潤した後,これをサイログロブリン溶液と合わせ試験管内で室温にて2時
間ゆっくりと撹拝混和した｡カップリングを終えたゲルをEcono-Column (Bio-rad,
Richmond, CA)に移した後,このカラムを0.5 M NaClを含む0.1MTris-HCl buffer pH
8.0で満たし室温で2時間放置し過剰の活性基のブロッキングを行った｡その後0.5M
NaClを含む0.1M Acetate buffer pH 4.0および0.1M Tris-HCl buffer pH 8.0にて交互に
3回洗浄し余剰なサイログロブリンを除いた｡このカラムに0.1%NaN3を含むphos-
phate-buffered saline(PBS)を流した後,再度このPBSで満たし使用するまで4℃にて保
存した｡
3.抗体精製
溶出液には0.1Mglycine-HClbufferpH 2.5を使用した｡まずベッドボリュームの3倍
の量の0.1Mglycine-HClbufferpH 2.5にてカラムを洗浄後,血清サンプルを滴下した｡
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この後PBSを蛋白成分が検出されなくなるまで流し,流出分を[カラム通過液]としてア
ザイドを0･1%となるように加え保存した｡十分な量のPBSでカラムの洗浄を行った後,
抗体の溶出のためにベッドボリュームの3倍量の011Mglycine-HClbufferpHi2.5を流し,
溶出液を1MglycinepH7･8を入れた試験管に撹拝,氷冷しつつ回収した｡この溶出した
液を4℃のPBSにて半透膜を使用し透析した後･ [抗体液]としてNaN3を0.1%となるよ
うに加え-80℃にて凍結保存した｡
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B.精製した抗体の検証
1･ブタサイログロブリンおよびマウスラミニンと精製した抗体の反応
ブタサイログロブリンおよびマウスラミニン(Sigma, St･ I･ouis, MO)と精製した抗体の
反応を調べるために･ブタサイログロブリンおよび末端にGalα(1,3)Gal残基を持つ糖側
鎖を約50-70個有する糖蛋白であるマウスラミニン28･29を抗原とし,血清,抗体液,カラ
ム通過液を一次抗体に用いた酵素免疫測定法(ELISA法)を行った｡ 96ウエルマイクロ
プレートの各wellに50mM bicarbonate buffer pH 9.6で希釈した10〝g/mlのラミニン
と50LLg/mlのブタサイログロブリン溶液をtriplicateで滴下した｡これを4℃で一晩イン
キュベーションした｡対照群には抗原を置かなかった｡次にブロッキングのため各ウエル
に3%bovinesemmalbumin (BSA) /PBSを滴下し室温で2時間インキュベーションし
た｡ 0･05%Tween-20を含むPBSぐrween-20/PBS)にて5回洗浄を行った後に血清,抗体
演,カラム通過液の濃度がそれぞれ10倍, 30倍, 100倍となるよう0.05% Tween-
20/1%BSA/PBSで希釈し,これらの検体を各ウエルに滴下し室温で3時間インキュベ-
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ションした｡ 5回洗浄を行った後,アルカリフオスフアタ-ゼでラベルした抗ヒトIgG抗
体および抗ヒトIgM抗体(Dako,A/S,Denmark)を各ウエルに加え室温にて2時間イン
キュベーションした｡さらに5回の洗浄を行った後, pH9.8のジエタノールアミンに溶解
したphosphatase substrate(Sigma)を加え405nmの吸光度をEasy Reader EAR
340(SLT-Lab Instruments)を使用して測定した｡
2.ガラクトシダーゼによる茄原の処理
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精製した抗体がαGal鎖に対する抗体であることを検証するために,マイクロプレート
にコートしたラミニンをα-ガラクトシダーゼおよびβ-ガラクトシダーゼで処理し,精製
した抗体の特異性ををELISA法にて検討した｡
20mU/mlの濃度のGreen Coffee Beans α-ガラクトシダーゼ(Sigma), Jack Beans
β-ガラクトシダーゼ(Sigma)溶液と内因性の蛋白分解酵素による抗原性の変化を除くため
1･O LLg/miのaprotinin, 0･5mg/miのEDTA-Na2, 10 LL g/miの1uepeptin, 1.0mg/mlの
pefabloc SC, 10 LL g/mlのpepstatin (Boehringer Mannheim)の蛋白分解酵素阻害剤
混合液を用意した｡ガラクトシダーゼ,蛋白分解酵素阻害剤の希釈には0.15MNa-
acetatebufferpH-5･0を使用した｡ラミニンをコートした各ウエルにα-ガラクトシダー
ゼ液, β-ガラクトシダーゼ液,陽性対照群としてPBSを滴下し,ラミニンをコートしな
いウエルを陰性対照群とした｡すべてのウエルに蛋白分解酵素阻害剤混合液を滴下し37
℃で24時間インキュベーションした｡ Tween-20/PBSで5回の洗浄を行った後3%BSA
/PBSを滴下し2時間のブロッキングを行った｡さらに5回の洗浄を行った後,一次抗体と
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して30倍に希釈した血清および精製した抗体を滴下し室温で3時間インキュベーションし
た｡ 5回の洗浄を行った後,二次抗体としてアルカリフオスフアタ-ゼでラベルした抗ヒ
トIgG抗体および抗ヒトIgM抗体一(Dako)を各ウエルに加え室温にて2時間イシキュベ-
ションした｡ 5回の洗浄後･基質溶液を加え405nmの吸光度を測定した｡
C.ブタ膳凍結切片の免疫染色
抗体および血清を使用してブタ揮凍結切片の免疫染色を行った｡ブタ掛ま生後約7ケ月,
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体重100kg前後の成熟食用ブタ(ランドレースFl)より採取し, 4%パラフォルムアルデ
ヒドにて固定を行った後にOCT compoundにて包埋し液体窒素を用いて凍結し-80℃に
て保存した｡
まず,酵素抗体法(間接法)によるブタ揮凍結切片の免疫染色を行った｡標本を薄切し
30分間風乾固定した後に4℃のPBS中で5分間ずつ5回の洗浄を行った｡ 2%正常家兎血清
にて室温で30分間のブロッキングを行った｡ 5回の洗浄を行った後,一次抗体として血清,
精製した抗体,カラム通過液を･対照群にはPBSを滴下Lmoistchamberを使用し一晩4
℃でインキュベーションした｡ 5回洗浄を行った後に4℃の0.3%過酸化水素-メタノール
液中に20分間浸し内因性ベルオキシダーゼ活性の阻止を行った｡次に5回の洗浄の後,
ベルオキシダーゼ標識ウサギ抗ヒトIgG抗体および抗ヒトIgM抗体(Jackson
lmmunoresearch hboratories, West Grove, PA)を滴下し室温で1時間インキュベー
ションした｡ベルオキシダーゼ基質溶液にはヒストファインキット(Funakoshi)を使用
し･核染色はメチルグリーンで行った｡一次抗体に精製した抗体を用いた染色ではラ島は
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染まらず,血清およびカラム通過液を用いた場合にはラ島が染まった｡この結果からブタ
膳ラ島にはGalα(1,3)Gal抗原が発現していないものと考えられたが,より感度の高い方
法を用いる必要があると考えavidin--biotin complexmethod(ABC法)による免疫染色を
行った｡ブタ膳の固定法は同様としブロッキングには3%正常ヤギ血清-1%BSA-PBSを使
用した｡一次抗体には血清および精製した抗体を対照群にはPBSを使用した｡二次抗体に
はビオチン標識ヤギ抗ヒトIgG,抗ヒトIgM,抗ヒトIgA抗体(VectorIAboratories,
Burlingame, CA)混合溶液およ-びそれ等を別々に使用した｡ ABC試薬にはVectastatinI I 7J.
ABCキット(VectorLAboratories)を,ベルオキシダーゼ基質溶液にはヒストファイン
キットを用いた｡核染色はメチルグリーンで行った｡
D.血液型によるαGal鎖に対する抗体量の差の検討
各血液型の健常なボランティア5名より血液を採取し血清を得た｡ラミニンをコートし
た一枚の96ウエルマイクロプレートを3%BSA/PBSで2時間のブロッキングの後,
Tween-20/PBSにて5回洗浄を行った｡次いで0.05%rween-20/1%BSA/PBSにて30倍
に希釈した血清を加え,室温で3時間インキュベーションした｡この後5回の洗浄を行い,
アルカリフオスフアタ-ゼでラベルした抗ヒトIgG抗体あるいは抗ヒトIgM抗体を各ウエ
ルに加え室温にて2時間インキュベーションした｡さらに5回の洗浄後,基質溶液を加え
405nmの吸光度を測定し反応を見た｡検定方法にはMann-WhitneyのU検定を用いた｡
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研究結果
1･ブタサイログロブリンおよびマウスラミニンを抗原としたELISA
血清,抗体液およびこのカラム通過液中の抗体のブタサイログロブリン,ラミニンに対
する反応を図1に示す｡これは二次抗体に抗ヒトIgM抗体を用いて行った実験の代表的な
ものであるが,一次抗体に血清および抗体液を使用した場合にはサイログロブリンおよび
ラミニンに対して十分な反応性を示す｡二次抗体に抗IgG抗体を使用した場合でも同様な
反応を示した｡いずれの場合も抗体液の反応は原血清よりも若干低く,またかなり低いレ
RI IJ.
ベルであるがカラム通過液にも反応が認められることから,血清中のブタサイログロブリ
ンおよびラミニンに対する抗体すべてをこのカラムで吸着できているとはいえなかった｡
しかしながら,このアフイニテイカラムを使用することにより血清中のブタサイログロブ
リンおよびラミニンに対する抗体を十分に得られることが確認された｡
2.精製した抗体の特異性の検証
ブタサイログロブリンをリガンドとしたアフイニテイカラムによって精製された抗体が
マウスラミニンに強い反応性を示したことから,この抗体はブタサイログロブリンとマウ
スラミニンに共通するエピトープに対するものであることが強く示唆される｡すでに述べ
たように両者ともGalα(1･3)Gal鎖を末端残基とする糖鎖を多数持つ糖蛋白である｡精製
された抗体がαGal鎖に対する特異的な抗体であることを確認するために, αガラクトシ
ダーゼによってαガラクシド結合を加水分解したラミニンを抗原とした際の反応を調べた｡
対照としてβガラクトシダーゼで処理したラミニンを用いた｡プレートに固相化した抗原
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を直接酵素溶液で処理して反応を見た場合,液相での処理と全く変わらない結果が得られ
ることはすでに報告されている20｡ラミニンをαガラクトシダーゼで処理したときには血
清,抗体液とも完全に反応が阻昏され　βガラクトシダーゼによる処理では反応が阻害さ
れなかった｡蛋白分解酵素阻害剤による抗原性の変化はほぼないものと考えられ　またこ
れに対する抗体の反応を認めなかった(図2) ｡この事からラミニンと反応するヒト血清
中の抗体はラミニンのαGal鎖に特異的に結合する抗体であり,精製された抗体はαGal鎖
に特異的な抗体であることが確認された｡
I A Ip.
3.免疫染色の結果
酵素抗体法(間接法)によるブタ勝の免疫染色で,血清およびカラム通過液を用いた際
にはブタ勝ラ島は染色されたが,精製した抗体を用いた場合には染色されなかった(図3-
5) ｡ αGal抗原を発現している血管は血清および抗体液で染色されPBSを用いた対照群
ではなにも染色されなかった｡このことから勝ラ島の内分泌細胞にはαGal抗原が発現し
ていないものと推察した｡これを確認するため感度を上げた実験が必要と考えABC法を
用いて検討した｡精製した抗体を使用し免疫染色を行った結果,全ての検体で勝ラ島の内
分泌細胞は染色されなかった(図6)｡またブタの個体差もなかった｡これらの結果からブ
タ揮ラ島の内分泌細胞にはαGal抗原が発現していないと考えられた｡血清を用いて行っ
た染色では,ベルオキダーゼ法と同様にラ島全体が染色された(図7) ｡またサブクラス
を確認するために行ったIgG, IgM, IgA抗体別の染色でもラ島が染色された(図8-10) ｡
ll
4･ ABO血液型によるαGal鎖に対する抗体量の検討
各血液型別の血清中のラミニンに対するIgG, IgM抗体別の反応を図11に示した｡個人
間で反応にばらつきが認められ各血液型間でどの血液型間でもp>0.09で抗体量に有意
差を認めなかった｡ B型抗原を発現していないA型, O型のグループとB型抗原を発現し
ているB型･ AB型のグループに分けて比較したところ(図12),抗B型抗体を含むグループ
でIgG抗体, IgM抗体ともに抗体量が高い傾向はあったがIgG抗体の比較でp-0.149, IgM
抗体の比較でp-0･193であり,･各グループ間に有意差は認めなかった｡
)JJ
考察
Mckenzie等は標識したレクチンを抗体として使用した免疫染色の結見成熟ブタ揮ラ
島にはGalα(1,3)Gal抗原が発現していないという報告をしている21｡最も近い将来に行わ
れるであろう異種移植はブタラ氏島のヒトへの移植であろうこと,また,超急性拒絶反応
の研究がほとんどαGal抗原に対するものであることを考えると,この間題に関しては正
確な結論づけが必要である｡
本研究では,まずブタサイログロブリンをカップリングしたアフイニテイカラムにより
ヒト血清から分離精製した抗体はαGal鎖に対する特異的な抗体であることを確認した｡
これは･このようなカラムをプラスマフェレ-シス等に応用することによって末梢血中の
抗αGal抗体を容易に減少させることができることを示している｡オリゴ糖鎖の化学合
成30は極めて繁雑で経費もかかることから臨床応用のできる大型のカラムの作成は進んで
いないが･本研究に用いた方法は非常に簡便であり臨床応用に有用であると思われる｡
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次に,この抗体を用いて免疫染色を行った実験で, ABC法でもブタ腰ラ島は精製した
抗体を用いた場合には染色されず,成熟ブタ勝ラ島にはαGal抗原が発現していないとい
う結論を得た｡一方,ブタ膝ラ島をヒトへ異種移植した研究を行い,移植後に城Gal抗原
に対する抗体の上昇を認めたという報告がある20孔32｡これはブタ胎児より得たラ島クラ
スターをヒトに移植したものであるが,ラ島クラスターにはラ島内分泌細胞だけでなく血
管内皮細胞なども少数含んでいるので,これらの細胞膜表面にあるαGal抗原に対して抗
体が賛成された可能性が大きい｡またブタ胎児,新生児の膳ラ島にはαGal抗原が発現し
i 7P･
ている可能性も否定できない21｡成熟ブタ膠ラ島の分離および培養は,胎児あるいは新生
児のそれに比して手技的に困難であるが,成熟ブタ膠ラ島分離法に関して様々な研究がな
されており33･34･35･36高純度での効率のよい分離は可能である｡成熟ブタ揮ラ島にαGal抗
原の発現がないことは異種移植臓器として臨床応用上有益であると考える｡
今回の実験では血清あるいは抗αGal抗体を除いた血清を用いた免疫染色ではブタラ島
は染色され　ブタラ島に対して反応するヒトIgG, IgM, IgA抗体を認めた｡このことか
ら成熟ブタ謄ラ島にはαGal抗原以外の抗原が発現されており,ヒト血中にはこれに対す
るIgG, IgM, IgA抗体が存在することになる｡この点に関して同様の報告37があるが,こ
の抗原および抗体に関しての生化学的,免疫学的な検討を行った報告はない｡ブタ揮ラ島
移植の実現に向けてはαGal抗原以外の抗原およびヒト血中のこれに対する抗体に関する
さらなる研究が必要と思われる｡
血液型別のαGal抗原に対するIgG, IgM抗体量はAB型で若干低い傾向を認めたが,各
血液型間に有意な差を認めなかった｡またB型抗原を発現しているAB,B型のグループと発
13
現していないグループに分けて抗体量を比較した結果はAB,B型のグループで低い傾向を
認めたが有意差はなかった｡これに対してAB,B型のグループでαGal抗体が有意に少ない
という報告もあるが38,このグループのフローサイトメトリーを用いた解析では有意差を
認めていない｡このことからB型抗原の恒常的な存在によりAB,B型のグループで抗αGal
抗体の産生が抑制されている可能性は考えられるが有意な差はなく,異種移植を行なう際
にレシピエントの血液型を考慮する必要はないと思われた｡
YPJ
結論
成熟ブタ膳ラ島におけるGalα(1,3)Gal抗原の発現の有無を検討するために,ヒト血清
およびヒト血清より分離精製した抗Galα(1,3)Gal抗体を用いたブタ謄凍結切片に対する
免疫染色を行った｡また, ABO式血液型によりヒト血中に存在する抗Galα(1,3)Gal抗体
の量に違いがあるかをIgG, IgM別に検討した｡この結果次のような結論を得た｡
(1)成熟ブタ勝ラ島には異種移植の際に問題となるGalα (1,3)Gal抗原の発現を認めない｡
(2)ヒト血中には成熟ブタ勝ラ島に対する抗Gal α(1,3)Gal抗体以外の抗体が存在すること
が確認され　この抗体の標的となる抗原が発現していると考えられた｡
(3)ヒト血中のGaJα(1,3)Gal抗原に結合するIgG, IgM抗体の量に,血液の由来するヒトの
血液型およびB型抗原の発現の有無による有意差を認めなかった｡
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図の説明
図1･血清および抗体液をそれぞれ10倍, 30倍, 100倍に希釈しサイログロブJJンおよ
びラミニンに対する反応をELISA法を用いて検討した｡血清および抗体液を使用した場合
にはサイログロブリンおよびラミニンに対して十分な反応が見られたが,カラム通過液に
はほとんど反応性がない｡
事r'
図2･マイクロプレートにコートしたラミニンをαガラクトシダーゼおよびβガラクトシ
ダーゼで処理し血清および抗体液との反応をELISA法を用いて検討した｡ラミニンをαガ
ラクトシダーゼで処理するとこれに対する抗体の反応はほとんど認められず(A) , βガ
ラクトシダーゼで処理した場合(B)は陽性のコントロール(D)とはぼ同様の反応を示
した｡
図3･ブタ勝凍結切片の免疫染色-1｡間接法で抗体を除いていない血清を一次抗体とし
て用いた｡ラ島全体が染色された｡
図4･ブタ牌凍結切片の免疫染色-2｡精製した抗αGal抗体を一次抗体として用いた｡ラ
島中の血管は染色されたが,それ以外のラ島細胞に染色はみられなかった｡
図5･ブタ膳凍結切片の免疫染色-3｡カラムを通過した血清を一次抗体として用いた｡
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図3と同様にラ島が染色された｡
図6･ブタ月畢凍結切片の免疫染色-4o ABC法により抗αGa航体を一次抗体として用いた｡
ラ島中の血管は染色されたが,それ以外のラ島細胞に染色はみられなかった｡
図7･ブタ勝凍結切片の免疫染色-5｡ ABC法で抗体を除いていない血清を一次抗体とし
て用いた｡ラ島全体が染色された｡
-L IP'
図8･ブタ謄凍結切片の免疫染色-6｡ ABC法で一次抗体に抗体を除いていない血清を,
二次抗体に抗ヒトIgG抗体を使用した｡ラ島全体が染色された｡
図9･ブタ勝凍結切片の免疫染色-7｡ ABC法で一次抗体に抗体を除いていない血清を,
二次抗体に抗ヒトIgM抗体を使用した｡ラ島全体が染色された｡
図10･ブタ揮凍結切片の免疫染む8｡ ABC法で一次抗体に抗体を除いていない血清を,
二次抗体に抗ヒトIgA抗体を使用した｡ラ島全体が染色された｡
図11･ラミニンに対する各血液型の血清の反応をIgG抗体(a) , IgM抗体(b)別に
ELISA法により比較した｡吸光度からみるとIgG抗体量, IgM抗体量ともに各血液型間で
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有意差を認めなかった｡反応を各血液型の吸光度の平均値で表し,誤差線は標準偏差を表
している｡検定はMann-WhitneyのU検定で行った｡ n-5｡
図12.血清をB型抗原を発現しているグループと発現していないグループに分けて,ラミ
ニンに対する血清の反応をIgG抗体(a) , IgM抗体(b)別にEuSA法により比較した｡
吸光度からみるとIgG抗体量, IgM抗体量ともに両群間で有意な差は認めなかった｡反応
を各群の吸光度の平均値で表し,誤差線は標準偏差を表している｡検定はMann-
1 I(.
WhitneyのU検定で行った｡ n-loo
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図1.血清,抗体液,カラム通過液中のブタサイログロブリン(a)とラミニン(b)
に対する抗体の反応
∫　血清
□　抗体液
EuSO寸占.〇
A B C D E
図2･ラミニンを抗原としてこれをガラクトシターゼ処理
した時の血清および抗体液中の抗体の反応
抗原処理法
A:ラミニン十αガラクトシターゼ+蛋白分解酔素阻害剤
B:ラミニン十βガラクトシダーゼ十蛋白分解酵素阻害剤
C:ラミニン+　　　　　　　　蛋白分解辞素阻害剤
D:ラミニン+　　　　　　　　　pBS
E:ラミニン無し　　　　　　　蛋白分解辞素阻害剤
図3･ヒト血清を一次抗体とした免疫染色/酵素抗体法(間接法)
一次抗体:血清
二次抗体:抗ヒトIgG+IgM+IgA
図4.ヒト抗αGal抗体を一次抗体とした免疫染色/酵素抗体法(間接法)
一次抗体:抗αGal抗体
二次抗体:抗ヒトIgG+IgM+IgA
図5･カラム通過液を一次抗体とした免疫染色/酵素抗体法(間接法)
一次抗体:カラムを通過した血清
二次抗体:抗ヒトIgG+IgM+IgA
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図6.抗αGal抗体を一次抗体とした免疫染色(ABC法)一次抗体:抗αGal抗体
二次抗体:抗ヒトIgG+IgM+IgA
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図7.血清を一次抗体とした免疫染色(ABC法)
一次抗体:血清
二次抗体:抗ヒトIgG+IgM+IgA
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図8.血清を一次抗体とし抗ヒトIgG抗体を二次抗体に用いた免疫染色(ABC法)
一次抗体:血清
二次抗体:抗ヒトIgG
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図9･血清を一次抗体とし抗ヒトIgM抗体を二次抗体に用いた免疫染色(ABC法)
一次抗体:血清
二次抗体:抗ヒトIgM
図10.血清を一次抗体とし抗ヒトIgA抗体を二次抗体に用いた免疫染色(ABC法)一次抗体:血清
二次抗体:抗ヒトIgA
異種糖鎖抗原の合成と合成糖鎖抗原による
自然抗体の中和の検討
要約
移植医療において慢性的なドナー不足が問題となっているが､この間題の解決方法の一つ
としてブタからヒトへの異種移植があげられる｡同種移植とは異なり､この組み合わせの
異種移植においては超急性拒絶反応が一つのハードルとなっている｡近年､超急性拒絶反
応は,レシピエント血液内に存在する自然抗体による抗原抗体反応で補体を活性化するこ
とにより､移植臓器の血管内皮が障害されることでおきること1そしてその抗体のター
ゲットがgalactose α(1,3)galactose (以下αGal)を非違元末端にもつ糖鎖であること
がわかってきた1)2)3)4)5)6)｡超急性拒絶反応を抑制するには､ 1.ヒト自然抗体を除去す
る､ 2.移植臓器の抗原を除去する､ 3.補体活性を抑える､などの方法が考えられているが
現段階でどれも決定的な方法とは言えない7)8)9)｡この研究では抗原糖鎖をレシピエント
に静脈注入してヒト自然抗体を不活性化することを目的とし､この糖鎖抗原を化学的に合
成し､合成糖鎖を用いてヒト血清中の自然抗体を中和するinvitroの実験を行なった｡ α
Gal糖鎖によるヒト血清内の自然抗体の中和能は0.1mMで90%以上の抑制効果が得られ
た｡さらに､効率よく糖鎖を合成することをめざし､加水分解酵素α-ガラクトシダーゼ
を用いた反応により構造の一部異なる糖鎖p-nitrophenylrgalactos? α (1,3)galactose (以
下pNP-Gal)を合成し､同様にヒト血清内の自然抗体を中和する実験を行なった｡その結
果､ PNP-Gal糖鎖でもαGal糖鎖と同様にヒト眉然抗体を効率良く中和することがわかっ
た｡今後さらにinvitroおよびinvivoの実験による確認が必要であるが､酵素反応によっ
て合成された抗原糖鎖を用いてヒト自然抗体を中和することにより超急性拒絶反応が抑制
されれば､ブタからヒトへの異種移植の可能性が広がると考える｡
研究背景
近年の移植技術の進歩により､臓器移植は日常に行われる医療として広がってきており､
レシピエント数は増加の一途である｡このため移植医療において慢性的なドナー不足が問
題となっている｡最近日本においても脳死患者からの臓器摘出が認められたが､移植臓器
の絶対的不足の解消には程遠く､これに対して何らかの対策を講じなければならない｡こ
の間題の解決方法の一つとして人工臓器の開発があげられるが､ヒトの臓器の複雑な機能
を全てカバーし､しかもヒト体内におさめることのできるはど小型軽量の人工臓器の開発
は､ ●極めて困難である｡そこでもう一つの解決法として､異種動物からヒトへ臓器移植を
する異種移植があげられる｡異種移植では､動物をドナーとすることから､移植臓器の確
保のため脳死移植のようにヒトの死を待ったり､生体臓器移植のように健康人にメスをい
れることもなく移植臓器を無尽蔵に入手できる利点がある｡そのドナーとしてまずあげら
れる種は､発生学的にヒトと極めて近い霊長類である｡ところが､霊長類をドナーとする
ことは､繁殖力が弱く絶対数が確保できないためドナー不足の解決にならない､道義的問
題が発生する･ 〟DSのような人畜共通感染症をヒトに持ち込む可能性があるなどの種々
の問題点から諦めざるを得ない｡そこで現在のところ生理学的､解剖学的条件からブタが
第-候補となっている｡しかし､この種からヒトへ臓器を移植する場合､数分から数時間
の間に超急性拒絶反応が起こり､移植臓器は壊死に陥ってしまう｡このように超急性拒絶
反応がおこる組み合わせの異種移植をdiscordant異種移植という｡超急性拒絶反応はヒ
ト血清中に大量に存在する自然抗体と補体の働きによって移植臓器の血管内皮が障害を受
け血栓を形成する結果､移植臓器の出血性壊死をきたすものであり､ discordant異種移
2
植に際して克服しなければならない最大の問題である｡近年の研究で､この超急性拒絶反
応においてレシピエント血液内に存在する自然抗体の攻撃の標的となる抗原が､移植臓器
の血管内皮表面に存在する糖蛋白や糖脂質に含まれる､ αGalを非還元末端にもつ糖鎖で
あることがわかってきた｡この自然抗体とαGal糖鎖との抗原抗体反応を抑えて超急性拒
絶反応を抑制することができれば､異種移植への道が開け､移植臓器不足に対する大きな
解決法となる｡
研究目的
ブタからヒトへの異種臓器移植において発生する超急性拒絶反応を抑制するために､抗原
糖鎖をレシピエントの循環血液内に注入してヒト自然抗体を中和し不活性化することを想
定し､ヒト自然抗体に対する中和能を持つ糖鎖を合成することを目的とする｡まずヒト自
然抗体の標的となるといわれているαGal糖鎖を化学的に合成し､合成糖鎖のヒト血清中
の自然抗体に対する中和能を確認する｡次に､加水分解酵素α-ガラクトシダーゼを用い
て､ αGal糖鎖と同様に自然抗体をinvitroで中和する糖鎖をより効率よく合成することを
めざす｡
研究方法
1 ,galactose α(1,3)galactose (αGal)の化学合成
二種類の糖類を修飾してglycosyl-accepterとglycosyトdonorを合成しLemieuxらの報
告した10) α-glycosidationの手法を用いて下記のごとく化学的にαGal糖鎖を合成した｡
3
化学試薬は･和光純薬､ SIGMA､ Aldrichより入手した｡
a,glycosyトaccepterの合成(scheme 1)
1,6-anhydro-β-D-galactopyranoseを原料とし塩化ベンジルにより15O℃ュ 2時間で
強アルカリ下に1･6-anhydro-β-D一galactopyranoseの2 ､ 3 ､ 4位をベンジル化､トリ
フルオロ酢酸と無水酢酸により室温､ 2時間で1･6-anhydro環を開くと同時に､ 1､ 6位
をアセチル化､ナトリウムメトキシドにより室温1時間でユ､ 6位を脱アセテル化､塩化
パラニトロベンゾイルにより冷却しながら2時間でパラニトロベンゾイル化､塩化臭素ガ
スk'i:り3 0分でプロム化というステップによりglycosyl-accepter (2,3,4-tri-○-
berw1-610-nitrobenzoyトgalactopyranosybromi°e)を合成した｡各ステップごと
に合成物中の不純物を取り除くためにシリカゲルカラムを用いて合成物を精製した｡
b, glycosyl-donorの合成(scheme 2)
galactoseを原料とし^oラトルエンスルホン臥アセトンにより60℃加熱､ 20時間でイソ
プロピリデン化し､ glycosyトdonor(1,2;5,6-di-〇一isopropylidene-galactofuranose)
を合成した｡この際furanose体とpyranose体が生成されるのでシリカゲルカラムに通し
furanose体のみを抽出した｡
C, α-glycosidation (scheme 3)
上記a,b･で合成したglycosyl-accepter､ glycosyトdonorを基質とし､ジイソプロピルエ
チルアミン､臭化テトラエチルアンモニウムの存在下に室温､ 2日間でα-glycosidation
を行い､ニ糖鎖( 3-0-(2･3,4-tril0-ben町ト6-0-nitrobenzoy1-galactopyranosyl)I
1･2;5･6-di一〇一isopropylidene-galactose )を合成した｡合成物中の不純物を取り除く
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ためにシリカゲルカラムを用いて合成物を精製した｡
d, galactose α (1,3)galactoseの合成(scheme 3)
ナトリウムメトキシドにより室温1′時間でgalactoseの6位を脱パラニトロベンゾイル
化､エタノール溶液内でパラジウムカーボンにより2日間で脱ベンジル化､トリフルオロ
酢酸により室温､ 5時間で脱イソプロピリデン化をし､ galactose α(1,3)galactose (α
Gal)を得た｡最終合成物は､バイオゲルカラムを用いて精製した｡合成物質の化学構造
はlH-NMRによって確認した｡
2,αGalによるヒト血清内自然抗体の中和能の測定
移植臓器表面のαGal抗原の代用としてαGal糖鎖を含む糖タンパクmouselamininを固
相化抗原として用いた酵素標識免疫測定法(EuSA)により合成糖鎖の抗体中和能を測
定した11)｡ヒト血清は､健常なボランティアから採血した血液より得られた血清に0.1%
となるようにNaN3を加え､使用するまで-80℃で凍結保存した｡
mouse laminin (10 LL g/ml, carbonate-bicarbonate緩衝液, 50mM, pH9.6で調製)を
96穴ELISAプレート(FALCON)のwellに各50〟 1ずつ入れ, 4℃で一晩放置し抗原を
張り付けた｡各wellに3%ウシ血清アルブミン(BSA) 250FL lずつ入れ2時間放置して
>
blockingを行い､ ELISAプレートの準備をした｡合成したαGal糖鎖をリン酸緩衝生理食
塩水(PBS)で0.2mM, 2mM, 20mM, 200mM溶液に調製した｡また､対照として同濃度/
のショ糖溶液を調製した｡ (等容のヒト血清と合わせて0.1mM, 1mM, 10mM, 100mMと
なるように調製した｡ )ヒト血清はPBSで30倍に希釈した｡ (等容のαGal糖鎖溶液と合
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わせて60倍になるように調製した｡ )ヒト血清と各濃度のαGal糖鎖溶液､ショ糖溶液､
およびポジティブコントロールとしてPBSとを合わせ､ 37℃で1時間プレインキュベー
ションした｡プレインキュベーションした血清を､抗原を張り付けたELISAプレー､トに
loo″ 1ずつ入れ室温で3時間抗原抗体反応をすすめた.測定系はduplicateで行った｡
各wellを0･05%tween-20 PBSで5回洗浄した後､二次抗体(ALP conJ･ugated anti
human lgM, IgG､ DAKO)を1000倍希釈し各wellに100〟 1ずつ加え室温で1時間放置
した｡各wellを0･05%tween-20 1PBSで5回洗浄した後､発色剤(p-nitro-phenyl
pho;phate disodium ､ SIGMA)をdiethanolamine (pH9･8)で溶解し､各wellに100〟
1ずつ加え､その直後よりEASYREADEREAR340で405nmで吸光度を測定した｡吸光
度はポジティブコントロールの吸光度が1･0を超えた時点で測定し､自然抗体抑制率を以
下の式で算出した｡
自然抗体抑制率(%) -[1-(阻害血清吸光度/非阻害血清吸光度)]×100
3,酵素反応を用いた抗原糖鎖の合成
α-ガラクトシダーゼは本来加水分解酵素であるが､高濃度基質条件においては､加水分
解と同時に縮合反応をおこすことが知られている｡これを利用し抗原となる糖鎖の合成を
行った12) 13) 14) 15) 16) 17)｡　　　　　　　･p
a,酵素反応基質の合成(scheme 4)
D-galactoseを原料とし､酢酸ナトリウムと無水酢酸により全アセテル化､パラニトロ
フェノールと塩化スズにより40℃､ 30時間で1位にα-パラニトロフェノール基付加､ナ
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トリウムメトキシドにより2時間で2､ 3､ 4､ 6位の脱アセチル化を行ない､酵素反応
基質(刀-nitrophenyトα -D-galactoside)を得た｡
b, α-ガラクトシダーゼによる酵素反応(scheme5)
0･03Mリン酸ナトリウム緩衝液(pH 6.5) 100mlに酵素反応基質10g, α-ガラクトシダー
ゼ(From green coffee beans, Suspension in 3.2M (NH4)2SO4 SOlution, pH6.0,
containingBSA, SIGMA) 25Uを加え40℃で約4日間反応させた｡反応終了後には､ ㍗
nitrophenylgalactopyranosyl α (1 , 3)galactopyranosiddpNP-Gal)とp-rdtrophenylgala
ctopyranosyl α (1,2)galactopyranosideとが合成されるので､シリカゲルカラムでpNP-
Galのみを抽出､精製した｡合成物質の化学構造はlH-NMRによって確認した｡
4, PNP-Galによるヒト血清内自然抗体の中和能の測定
αGalによるヒト血清内自然抗体の中和能の測定と同様にmouse lamininを用いたELISA
により合成糖鎖の抗体中和能を測定した｡
ELISAプレートはαGalによる中和実験と同様に作成した｡合成したpNP-Gal糖鎖をPBS
で0･02mM, 0･2mM, 2mM, 20mM, 100mM溶液に調整した｡ PNP-Galの溶解度が低い
ため200mMは調整できなかった｡対照として0.02mM, 0.2mM, 2mM, 20mM, 100mM
αGal糖鎖溶液と､ 200mMショ糖溶液を用意した｡ αGalによる中和実験では糖鎖による
抑制効果が強かったため､ヒト血清はPBSで15倍に希釈した｡ (等容の糖鎖溶液と合わせ
て30倍となる)プレインキュベーション以下､吸光度測定まではαGalによるヒト血清内
自然抗体の中和能の測定と同様に行った｡
7
研究結果
1 ,αGalの化学合成
化学的手法を用いて､ 1 ,6-anhydro- β -D-galactopyranose 5gとgalactose 7gから
αGal糖鎖600mg (1･75mmole)を合成した｡合成は10ステップあ｡煩雑で､合成過程
全ての収率は3.8%であった｡
2,αGalによるヒト血清内自然抗体の中和能の測定
60膚ヒト血清内自然抗体に対する中和能は､ショ糖では10mMで60%､ 100mMで75%
の抑制効果であったのに対し､ αGalでは0･lmMで90%以上の高い抑制効果が認められ
た｡ (Fig.1)
3,酵素反応を用いた抗原糖鎖(PNP-Gal)の合成
加水分解酵素α-ガラクトシダーゼ用いて､ galactose20gからpNP-Ga腰鎖1000mg
(2･16mmole)を合成した｡合成は4ステップで､合成過程全ての収率は4%であった｡
(Fig.2)
4, PNP-Galによるヒト血清内自然抗体の中和能の測定
30倍ヒト血清内自然抗体に対する中和能は､ショ糖では100mMでも2%とほとんど抑制
効果がみられなかったのに対し､ PNP-Galでは1mMで77%､ 10mMで83.4%､ αGalで
は1mMで81･9%､ 10mMで88･3%と良好な抑制効果が認められた｡ (Fig.3)
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考察
移植医療における慢性的なドナー不足に対する解決方法の一つにブタからヒトベの異種移
植があげられるが､異種移植の実現には超急性拒絶反応を克服することが絶対条件であ
る｡超急性拒絶反応を抑制するには､ 1.抗原糖鎖をレシピエントの循環血液内に投与し､
抗体を中和する18)19)20)21)､ 2.血紫交換22)や､特異的にヒト自然抗体を吸着するアフイ
ニティーカラムを作成し23)24)tれを用いてヒト自然抗体を除去する､ 3.トランスジェ
ニックビッグなどドナー動物の臓器のαGal糖鎖の発現を遺伝子操作により抑制したり25)
26)27)､酵素処理を行い28)移植臓器の抗原を除去する､ 4.コブラ毒因子などによりレシ
ピエントの補体活性を抑える､などの方法が考えられているが現段階でどれも決定的な方
法とは言えない｡我々はこの中で､ 1.血管内注入と簡単な方法であり状態の悪い患者にも
実施できる､ 2･使用する抗原糖鎖は､ハブテンに相当するので免疫源になる可能性は低
い､ 3･ discordant異種移植と同様のメカニズムで発生するヒヒにおけるABO不適合移植
例に対する治療で同様の方法で好成績が得られている､という理由から､抗原糖鎖をレシ
ピエントに注入することによりヒト自然抗体を中和し不活性化する方法に着目した｡現在
この方法で問題となるのが注入する抗原糖鎖を大量に入手することが困難であることであ
り､各施設で同抗原糖鎖の合成法29)30)やブタの胃粘膜のムチンより抽出する31)など糖鎖
の入手方法を研究している｡この研究では化学的な手法でこの糖鎖抗原を合成し､合成し
たαGal糖鎖を用いてヒト血清中の自然抗体を中和する実験を行ない良好な抗体中和能が
得られた｡しかし化学的な手法での合成では､最終的な収率は3.8%と低かった｡また､
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抗体中和能測定結果から成人血清中の全自然抗体を中和するのに必要なαGal糖鎖量を試
算すると約50gとなり､これを化学合成するには多くのステップを経るために約1年もの
時間と労力､そして約1000万円という莫大な経費を要するという問題が残り､目的糖鎖
の大量合成は困難となった｡一方､酵素反応は化学合成と比較して一度に大量の反応をす
すめることができる利点があり､さらに酵素を使用することによる合成ステップの削減も
期待できる｡ αGal糖鎖を酵素反応を利用して合成する場合には､ T般的には生体内で行
われているようにガラクトシルトラーンスフェラーゼを用いるが､この酵素反応の基質は
UDP-galactoseで非常に高価な物質であるので､経費の削減は望めない｡これに対し
α-ガラクトシダーゼは本来加水分解酵素であるが､高濃度基質条件においては､加水分
解と同時に縮合反応をおこすことが知られており､既製品以外にも生コーヒー豆から簡単
に抽出でき､また酵素基質となる物質は化学合成で容易に入手できるものである｡この
α-ガラクトシダーゼ使用の有利な点に着目し､時間､労力､経費を省略するためα-ガラ
クトシダーゼを利用した抗原糖鎖の合成を試みた｡その結果､合成ステップの削減により
大幅な時間短縮および試算では経費の1/2以上の削減がなされた｡酵素反応で得られた糖
鎖はαGal糖鎖の還元末端にパラニトロフェノール基がついているものではあるが､ヒト
血清内の自然抗体の中和能は､上記のとおり化学合成で得られたαGal糖鎖によるものと
同様に良好な成績を得られた｡ invivoで抗原糖鎖を用いてヒト血清内の自然抗体の中和
を行なう際には多量の抗原糖鎖を必要とする｡酵素反応の最終的な収率は4 %と化学合成
のそれと大差はないが､合成操作の簡便さや経費の低さなどを考慮すると酵素反応を繰り
返し行なうことができるので､多量の糖鎖抗原を合成するには化学的手法より酵素反応を
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利用するほうが有用と思われる｡
一方､酵素反応により得られた抗原糖鎖には､還元末端にパラニトロフェノール基がつい
ているためこれが生体内で遊離した場合､生体に対し有害な影響を与える可能性があるの
で､これについて検討してみる必要がある｡
また､ここでは移植臓器表面のαGal抗原の代用としてαGal糖鎖を含む糖タンパクである
mouselamininを用いたELISAにより合成糖鎖の抗体中和能を測定しており､これでは
mouse lamininに対する抗体を中和したとしかいえない｡しかし文献によるとmouse
lamihinに対する反応はほぼ100% αGal糖鎖に対するものとみなされる32)とあり､さらに
mouselamininをα-ガラクトシダーゼで処理すると抗原性が消失するという結果から
mouselamininはαGal抗原の代用として問題ないと考えるが､さらにブタ血管内皮細胞
や赤血球､白血球を用いた抗体中和能測定を行う必要がある｡
抗原糖鎖投与による自然抗体中和法は､酵素反応を用いた合成法の反応基質の工夫をする
ことにより還元末端にパラニトロフェノール基がつかない糖鎖や三糖､四糖の合成がなさ
れる可能性もあり､さらに効率のよい抗体中和法となりうる｡一方､実際に生体の自然抗
体を中和する場合には､一旦抗体を不活性化してもすぐに抗体活性がもどってしまう｡こ
れに対してはアコモデーションがおきることを期待している｡アコモデーションとは､あ
る一定期間､超急性拒絶反応の発生を抑制されながら抗原にさらされていると､免疫応答
反応に一種の"慣れ"が生じて､抗体の上昇が認められているにもかかわらず拒絶反応が
起きなくなるという現象で､実際臨床のABO不適合間の移植では､この現象が起きてい
る33)｡しかし､アコモデーションを誘導するための期間は､一度ではなく数回の抗体の
if
不活性化が必要となってくるので､さらに大量の抗原糖鎖が必要となることになる｡その
ため抗原糖鎖の投与による抗体中和だけで抗体の不活性化をするのは難しく､抗体を吸着
するアフイニティーカラムなど他の方法を併用することが現実的である｡このアフイ二､
ティーカラムは､酵素反応により得られた合成抗原糖鎖を適当な媒体に結合させることに
より､ヒト自然抗体に特異性を持つものが作成することができる｡
結論
異種臓器移植において発生する超急性拒絶反応を抑制するため､ヒト自然抗体に対する中
和能をもつαGal糖鎖を化学的に合成した｡そして合成糖鎖のヒト自然抗体に対する中和
能を確認した｡次にα-ガラクトシダーゼを用いた手法によりpNP-Gal糖鎖を合成した｡
また､ PNP-Gal糖鎖のヒト自然抗体に対する中和能を測定し､高い中和能を持つことを
確認した｡ヒト自然抗体を中和する抗原糖鎖を合成する点で､ α-ガラクトシダーゼを用
いた合成法が化学的合成法より効率よく有用であることをしめした｡
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図の説明
scheme 1
Fflycosyl腿とerの金星　1,6-anhydro-β -D一galactopyranoseを原料とし､ ､ 5ス
テップでglycosylaccepter (2, 3,4-tri-0lben町ト6-0-vnitrobenzoyトgalactopyranos
ylbromide)を合成した｡
scheme2
由血syl d,Qn｡r q金星　　galactoseを原料とし､ glycosyl dono, (1,2;5,6-di-01
isopropylidene-galactofuranose)を合成した｡
scheme 3
且丘lycosidation串よ並α Galの阜昼　　glycosyl accepterとglycosyl donorを用いて
αglycosidationをおこない､続いて3ステップで各保護基をはずしてαGalを合成した｡
scheme 4
酵素反応基質旦金成　　galactoseを原料とし､ 3ステップで酵素反応基質(p-
nitrophenyl- α -D-galactoside)を合成した｡,
scheme 5
盤真昼昼　　αガラクトシダーゼの反応により､ PNP-Galを合成した｡
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Fig.i
galactose α (1.3)galactoseのヒト自然抗体中和能_　　　60倍ヒト血清とmouse
lamininELISAによりヒト自然抗体中和能を測定した｡ショ糖では10mMで60%､
100mMで75%の抑制効果であったのに対し､ αGalでは0.1mMで90%以上の高い抑制効
果が認められた｡
Fig.2
DNP-Galの1H-NMR　　　　∂ 8.25, 7.30ppmにp-nitrophenyl基を表わすdouble
peakがある｡ 65･90, 5.23ppmにそれぞれ1位および1 '位を表すdoublepeakがあ
る｡共に､ α結合を示している｡ 64.33から3.71ppmにへキソース環プロトンのpeakが
ある｡
Fig.3
DNP-Galのヒト自然抗体中和能　　　　30倍ヒト血清とmouselaminin EuSAにより
ヒト自然抗体中和能を測定した｡ショ糖では100mMでも2%とほとんど抑制効果がみら
れなかったのに対し､ PNP-Galでは1mMで77%､ 10mMで83.4%､ αGalでは1mMで
81.9%､ 10mMで88.3%と良好な抑制効果が認められた｡
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scheme 1 glycosyl accepterの合成
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Scheme 4　酵素反応基質の合成
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